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 O câncer colorretal (CCR) representa um dos tipos mais comuns de câncer no Brasil 
e no mundo. Grande parte dos pacientes ainda são diagnosticados em fases avançadas da 
doença, o que reduz drasticamente as taxas de sobrevida. O principal método de 
rastreamento do CCR é a colonoscopia, entretanto, o exame apresenta baixa aceitação e 
complicações importantes. Sendo assim, a prospecção de biomarcadores que possam 
auxiliar não só no diagnóstico, mas também na estratificação prognóstica e na predição de 
tratamento, ainda é necessária no manejo de pacientes com CCR. A proteômica surge como 
ferramenta poderosa na descoberta de biomarcadores, sendo a espectrometria de massas 
o método mais empregado. O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar o perfil 
proteômico sérico e urinário de pacientes portadores de adenocarcinoma colorretal e 
pacientes sem neoplasia e avaliar o proteoma tecidual tumoral de pacientes com 
adenocarcinoma colorretal, visando a identificação de potenciais proteínas 
biomarcadoras. Foram coletadas amostras de tecido tumoral, plasma e urina de 9 
pacientes portadores de adenocarcinoma colorretal e amostras de plasma e urina de 9 
pacientes sem a doença. O material foi analisado através de espectrometria de massas sob 
abordagem label-free LC-MS/MS, sendo identificadas 26 proteínas com regulação 
diferenciada entre os cenários analisados, apresentando assim potencial para uso como 
biomarcadores. Estudos subsequentes são necessários para verificação e validação do 
papel dessas moléculas na abordagem do CCR. 
 








Colorectal cancer is one of the most common types of cancer in Brazil and 
worldwide. Most patients are still diagnosed in advanced stages of the disease, which 
dramatically reduces survival rates. The main method of screening for colorectal cancer is 
colonoscopy, however, the test has low acceptance and major complications. Thus, the 
prospection of biomarkers that may help not only in diagnosis, but also in prognostic 
stratification and prediction of treatment, is still necessary in the management of patients 
with colorectal cancer. Proteomics appears as a powerful tool in the discovery of 
biomarkers, with mass spectrometry being the most used method. The objective of this 
study was to evaluate and compare the plasmatic and urinary proteomic profile of 
patients with colorectal adenocarcinoma and patients without neoplasia and to evaluate 
the tumor tissue proteome of patients with colorectal adenocarcinoma, aiming the 
identification of potential protein biomarkers. Samples of tumor tissue, plasma and urine 
were collected from 9 patients with colorectal adenocarcinoma and plasma and urine 
samples were collected from 9 patients without the disease. The material was analyzed by 
mass spectrometry under a label-free LC-MS/MS approach. Twenty-six proteins with 
differential regulation were identified among the analyzed scenarios, thus presenting 
potential for use as biomarkers. Subsequent studies are required to verify and validate the 
role of these molecules in the approach of patients with colorectal cancer. 
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O câncer colorretal (CCR) representa o terceiro tipo mais comum de câncer 
diagnosticado entre adultos e a terceira causa mais comum de óbitos relacionados ao 
câncer nos Estados Unidos.(1) No Brasil, o CCR figura como o terceiro tipo de câncer mais 
comum entre homens e o segundo entre as mulheres, sendo estimados 17.380 casos novos 
em homens e 18.980 em mulheres para cada ano do biênio 2018-2019.(2) A maioria dos 
cânceres colorretais ocorre de maneira esporádica, sendo caracterizados por um processo 
de carcinogênese sequenciado que envolve acúmulo progressivo de mutações em um 
período que dura em média 10 a 15 anos.(3–6) Esse longo intervalo de evolução permite 
o emprego de métodos de rastreamento, detecção precoce do câncer e remoção das lesões 
pré-malignas (adenomas), levando à redução das taxas de incidência e mortalidade do 
adenocarcinoma colorretal.(6–9) Apesar da oportunidade de diagnóstico precoce, 
aproximadamente 45% dos casos de CCR são diagnosticados no estadio IV, quando os 
pacientes já apresentam metástases à distância e sobrevida em 5 anos menor que 10%. 
Em contraste com a baixa sobrevida dos pacientes com doença avançada, a taxa de 
sobrevida em 5 anos de pacientes com doença localizada, quando a ressecção cirúrgica é 
a primeira linha de tratamento, alcança os 90%.(10) 
A colonoscopia é o exame padrão-ouro no rastreamento de CCR. Trata-se do único 
teste que possui a capacidade de identificar e remover os pólipos adenomatosos, que 
configuram as lesões pré-malignas, resultando assim em redução da mortalidade pelo 
CCR.(11,12) As diretrizes atuais recomendam que adultos acima de 45 anos, sem fatores 
de risco para o desenvolvimento de CCR, iniciem o rastreamento por esse método.(9) 
Entretanto, a colonoscopia tem baixa aceitação pelos pacientes. O procedimento tem  
custo elevado, é invasivo, operador-dependente e apresenta complicações importantes, 
como perfuração, sangramento e complicações cardiorrespiratórias. Outras razões para a 
adesão limitada dos pacientes ao exame incluem questões relacionadas ao pudor e 
vergonha pela instrumentação da região anal, desconforto, necessidade de sedação e 
obrigatoriedade do preparo de cólon.(13,14) 
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Exames diagnósticos não-invasivos como a pesquisa de sangue oculto nas fezes 
(SOF) pelo teste de guaiaco ou por imunoistoquímica e a pesquisa de DNA fecal podem ser 
usados em programas de rastreamento, porém, testes positivos devem ser seguidos pela 
realização da colonoscopia.(9) A pesquisa de sangue oculto nas fezes é o método não 
invasivo mais utilizado e mais bem aceito pelos participantes nos programas de 
rastreamento populacionais, entretanto, apesar de ser um exame simples e de baixo custo, 
apresenta taxas relativamente baixas de sensibilidade e especificidade, resultando em 
número elevado de testes falso-positivos, falso-negativos e baixas taxas de detecção de 
pólipos colônicos.(5,6,15–17) 
Sendo assim, métodos de rastreamento não-invasivos, tais como os biomarcadores 
moleculares, que agreguem custo-efetividade, altas taxas de acurácia e facilidade de 
aferição ainda são necessários no contexto diagnóstico do CCR. Entretanto, as possíveis 
aplicações clínicas de biomarcadores no CCR vão além da detecção precoce da doença, 
sendo também de suma importância na estratificação de prognóstico, vigilância e 
determinação de tratamento personalizado.(18–20) 
O biomarcador de maior aplicação no CCR é o antígeno carcinoembrionário (CEA), 
uma glicoproteína de alto peso molecular encontrada em tecidos embrionários e 
neoplasias colorretais, que foi descoberta em 1965. Níveis elevados de CEA são associados 
com a progressão neoplásica e podem indicar recorrência da doença após o tratamento 
cirúrgico. Entretanto, altos valores de CEA não são específicos para o CCR e também 
podem ser encontrados em outras malignidades e em condições inflamatórias, como 
doenças inflamatórias intestinais, doenças hepáticas e pancreatite.(21) Recentemente, 
outros parâmetros têm sido usados na determinação do prognóstico. Marcadores 
genéticos como a instabilidade de microssatélites e a mutação do gene BRAF tiveram seus 
papéis elucidados e já têm uso difundido na abordagem do CCR (22).  
No campo do tratamento do CCR, o crescente aumento no número de 
quimioterápicos, abordagens neoadjuvantes e a recente descoberta da aplicação da 
imunoterapia no tratamento de pacientes com CCR resultaram na necessidade de 
implementação de biomarcadores preditivos que possam guiar o processo de decisão 
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terapêutica.(23,24) Um exemplo da importância dos marcadores preditivos é a 
quimioterapia com drogas antagonistas do receptor do fator de crescimento epidérmico 
(EGFR) em pacientes com tumores KRAS selvagem. A descoberta desta estratégia de 
terapia-alvo transformou a determinação do status mutacional da família RAS em um 
passo mandatório na adequação do esquema quimioterápico em pacientes com CCR 
metastático.(25) 
Na constante busca por ferramentas que possam auxiliar na abordagem dos 
pacientes portadores de CCR, recentes progressos em genômica, transcriptômica, 
proteômica e metabolômica têm contribuído para a descoberta e aumento no número de 
candidatos à biomarcadores, maior entendimento da progressão da doença e identificação 
de perfis moleculares associados ao CCR.(10,22,26–30) Dentre essas áreas de expansão, a 
proteômica representa extensa variedade de abordagens utilizadas para identificação, 
aferição, caracterização e análise de proteínas em ampla escala.(31) Os tecidos 
neoplásicos e displásicos regulam a expressão de proteínas e produzem perfis proteicos 
que podem estar associados com a progressão dessas lesões em diferentes e 
intercambiáveis vias de sinalização.(32) A pesquisa proteômica translacional prioriza a 
aplicação dos conceitos gerais da proteômica para determinar a expressão de perfis 
proteicos relacionados à variações fenotípicas patológicas, contribuindo assim para a 
aplicação na prática clínica.(25) 
 A maioria dos estudos para prospecção de biomarcadores emprega técnicas 
baseadas em espectrometria de massas (MS) para identificação e validação de proteínas 
com expressão alterada.(31) A MS consiste em uma técnica que permite a determinação 
da razão entre a massa e a carga (m/z) de espécies ionizadas em uma fase gasosa. De modo 
geral, todo espectrômetro de massas apresenta três componentes principais: uma fonte 
de íons; um analisador de massas; e um detector. As fontes de ionização mais empregadas 
em MS são o Electrospray (ESI) e a MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization), e 
elas têm a função de converter as moléculas a serem analisadas em espécies ionizadas em 
fase gasosa. O analisador de massas irá separar os íons conforme a m/z. Os principais 
analisadores de massa, que podem ser utilizados de maneira individual ou acoplados, são 
os quadrupolos, ion-traps tridimensionais ou lineares, time-of-flight (TOF), Fourier-
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transform ion cyclotron resonance (FT-ICR) e o orbitrap. Por último, o detector irá gravar 
o sinal de separação dos íons, amplificando e armazenando eletronicamente.(33,34) 
A MS permite a identificação e quantificação da expressão de proteínas de modo 
extremamente sensível, mesmo daquelas moléculas presentes em baixos níveis nas 
amostras biológicas. Além disso, esse método é eficaz na detecção de modificações pós-
translacionais, funcionalidades, localização e interações das proteínas, favorecendo a 
compreensão das vias de sinalização celular. Essas características fazem com que a MS 
seja a principal técnica da proteômica translacional nas pesquisas para prospecção de 

















 Avaliar e comparar o perfil proteômico sérico e urinário de pacientes 
portadores de adenocarcinoma colorretal e pacientes sem neoplasia, visando a 
identificação de proteínas biomarcadoras com potencial diagnóstico. 
 Avaliar o proteoma tecidual tumoral e comparar com os proteomas 



















3.1. Protocolo de estudo 
O presente trabalho obedeceu à resolução 196/96 das Diretrizes e Normas 
Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos do Conselho Nacional de 
Saúde, tendo sido submetido previamente a aprovação do Comitê Nacional de Ética em 
Pesquisa através da submissão na Plataforma Brasil, parecer CAAE número 
83200917.9.0000.5558. Todos os participantes foram informados a respeito dos detalhes 
do estudo e assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
 3.1.1. Critérios de inclusão 
Pacientes encaminhados ao Serviço de Coloproctologia do Hospital Universitário 
de Brasília para realização de colonoscopia ou para realização de tratamento cirúrgico de 
adenocarcinomas colorretais foram convidados a participar do estudo. Dados referentes 
ao quadro clínico, história familiar, antecedentes patológicos e hábitos de vida foram 
coletados por meio de entrevista ou pesquisa de prontuário.  
 3.1.2. Critérios de exclusão 
Foram excluídos: indivíduos com doença inflamatória intestinal; pacientes com 
critérios clínicos para diagnóstico de polipose adenomatosa familiar, câncer colorretal 
hereditário não polipose ou outras síndromes de câncer colorretal hereditário; pacientes 
que realizaram quimioterapia e/ou radioterapia neoadjuvante; e aqueles com tumores 
colônicos sincrônicos e metacrônicos. 
 3.1.3. Casuística 
Foram coletadas e avaliadas amostras de plasma e urina de dois grupos de 
pacientes: um grupo de indivíduos submetidos a colonoscopia que não apresentavam 
neoplasias colorretais (grupo Controle) e um grupo submetido a colonoscopia ou 
tratamento cirúrgico que apresentava adenocarcinoma colorretal (grupo CCR). 
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As amostras de sangue foram coletadas no momento da punção venosa periférica 
para realização da sedação ou anestesia, em tubos EDTA, sendo o plasma separado por 
centrifugação (3500g, 8 min, em temperatura ambiente) e armazenado a -80°C em tubos 
criogênicos até a subsequente análise. As amostras de urina foram coletadas em tubos tipo 
Falcon, a partir de jato médio ou sonda vesical, sendo armazenadas a -80°C em tubos 
criogênicos para posterior análise. 
No grupo CCR foram coletadas ainda amostras de tecido tumoral por meio de 
biópsia endoscópica ou biópsia direta de peça cirúrgica ressecada. Os fragmentos 
tissulares tumorais foram armazenados em tubos criogênicos à -80°C para posterior 
análise. Quinze indivíduos foram submetidos à coleta de material, entretanto, 6 foram 
excluídos da análise: quatro devido amostras insuficientes ou inadequadas para avaliação; 
um por se tratar de paciente com antecedente de quimiorradioterapia; e um por ter 
apresentado quantificação de proteínas insuficiente após processamento da amostra. 
No grupo controle foram efetuadas coletas de 14 pacientes, entretanto, cinco foram 
excluídos da análise devido amostras insuficientes ou inadequadas para avaliação. 
 




(-) 04: amostras 
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Tabela 1- Características clínico-patológicas dos participantes do estudo 
 Grupo CCR (n=9) Grupo controle (n=9) 
Sexo   
Masculino 3 (33,3%) 3 (33,3%) 
Feminino 6 (66,7%) 6 (66,7%) 
Idade (anos, mediana 
[variação]) 
62 [43-85] 63 [38-76] 
IMC (kg/m², mediana 
[variação]) 
23,7 [17,5-30,1] 27,04 [22,9-35,9] 
Estadiamento   
I 1(11,1%) - 
II 3 (33,3%) - 
III 3 (33,3%) - 
IV 2 (22,2%) - 
Localização do tumor   
Cólon direito 3 (33,3%) - 
Cólon esquerdo 2 (22,2%) - 
Reto 4 (44,4%) - 
CEA (mediana 
[ng/mL] /variação) 




3.2. Descrição da preparação de amostras e análise proteômica 
Todo processo de preparo e análise do material coletado foi realizado no Instituto 
de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília. 
As principais etapas do processo de preparação e análise proteômica encontram-
se descritas na Figura 2. 
 
Figura 2. Fluxograma de passos da análise proteômica 
 Depleção de proteínas abundantes do plasma, sonicação e precipitação de 
proteínas  
As amostras de plasmas foram submetidas inicialmente à depleção de proteínas 
abundantes como albumina (Alb) e imunoglobulina G (IgG). As amostras de urina e tecido 
não passaram por processo de depleção, sendo abordadas já no passo seguinte de  
precipitação e sonicação. 
A partir de uma alíquota não diluída de 100μL de plasma foi realizada a depleção 
de Alb e IgG. Em sistema Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) (Amersham 
Biosciences ÄKTA Explorer 10), a coluna de afinidade pré-empacotada (Hitrap Collum GE) 
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foi previamente lavada e reequilibrada com tampão de ativação fosfato de sódio 20mM, 
NaCl 0.15M (pH 7.4). As amostras foram injetadas separadamente após centrifugação a 
2500g e 4ºC por 5 min. A fração de proteínas depletada foi eluída pelo tampão de ativação 
enquanto Alb e IgG permaneciam ligadas à resina. Posteriormente as proteínas 
abundantes foram eluídas em tampão de eluição Glicina-HCl 0.1M (pH 2.7). 
Ao final das corridas, as frações eluídas foram estocadas a -80ºC para futuras 
análises e as frações proteicas depletadas foram submetidas a precipitação overnight a -
20ºC com acetona 100% e NaCl em concentração final de 0.1M. As frações precipitadas 
foram ressuspensas em solução de TEAB 0.02M e submetidas à sonicação em Tip 
Sonicador Q125 (QSonica) com intensidade a 40% do potencial em 3 ciclos de 10 seg cada. 
 Quantificação de proteínas 
A quantificação da concentração de proteínas das amostras foi realizada a partir da 
detecção de fluorescência pela técnica de Qubit™ (Invitrogen). Primeiramente, preparou-
se o reagente fluorescente a partir da junção entre soluções de fluoróforo e tampão na 
proporção de 1:200. Em seguida, alíquotas de 5μl de amostra diluídas em água Milli-Q® 
(1:3) foram adicionadas ao reagente para atingir volume final de 200μl. As misturas foram 
incubadas por 15 min cada, de forma sequencial, e então analisadas no equipamento 
portátil Qubit™. Após a leitura de cada amostra, a concentração final foi obtida 
multiplicando o valor da leitura pelo fator de diluição escolhido. 
 Digestão em solução de tripsina 
Foram aliquotadas 30μg de proteína em tubos Eppendorf de baixa adsorção para 
proteínas e peptídeos (LoBind) para o processo de digestão. Liofilizados em concentrador 
rotatório SpeedVac™ SC100 (Savant™), os extratos proteicos foram inicialmente 
ressuspendidos em solução de TEAB 20mM, ureia 8M e DTT 50mM (pH 7,9) e incubados 
por 25 min a 55°C e 400rpm. Sob abrigo de luz e após resfriamento, foi adicionada solução 
de IAA suficiente para atingir concentração final de 14mM e incubou-se novamente por 
40 min a 21°C e 400rpm. Posteriormente foi adicionada solução de DTT na concentração 
final de 5mM para parada da reação de alquilação. 
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As amostras foram então diluídas na razão 1:5 com solução de TEAB 20mM (pH 
7,9), devido a intolerância da enzima tripsina a altas concentrações de ureia, considerando 
a adição de solução de CaCl2 suficiente para atingir concentração final de 1mM e a adição 
de tripsina (Promega) na razão 1:50. Em seguida, as amostras foram incubadas por 13 
horas a 37°C e 300rpm, e após o período de digestão, foi adicionado TFA na concentração 
final de 1% para evitar clivagens inespecíficas e cessar a reação. Os digestos proteicos 
foram dessalinizados imediatamente. 
 Dessalinização 
Os peptídios trípticos foram dessalinisados em microcolunas home-made de fase 
reversa. Construídas a partir de discos Empore™ SPE (Sigma-Aldrich, USA), com partículas 
C18 de característica hidrofóbica. As microcolunas permitem a purificação e 
enriquecimento dos peptídeos a partir da retirada de sal e subsequente eluição dos 
mesmos. 
Para o preparo das microcolunas, construídas em ponteiras P200, foram realizadas 
sequências de centrifugação a 1000g por 3 min com 100μL de MeOH 100%, seguido de 
100μL de solução de acetonitrila 80% (v/v) e ácido acético 0,5% (v/v), e por fim 100μL 
de solução de ácido acético 0,5% (v/v). 
Finalmente, os digestos proteicos foram adicionados às colunas, centrifugados a 
900g durante 4 min e dessalinizados duas vezes com 100μL de solução de ácido acético 
0,5% (v/v) a 1000g por 3 min. 
A eluição dos peptídeos foi realizada com concentrações crescentes de acetonitrila 
(25%, 50%, 80% e 100%), mantendo a concentração de ácido acético a 0,5% nas soluções, 
e centrifugações lentas de 600g durante 3 min. As frações, de 20μL (v/v) cada, foram 
coletadas em tubos Eppendorf LoBind. 
Os peptídeos eluídos foram liofilizados em concentrador rotatório SpeedVac™ 
SC100 (Savant™) e armazenados a -80°C até a quantificação, também realizada segundo a 
plataforma Qubit™. 
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 Análise por LC-MS/MS e bioinformática 
As amostras foram analisadas com um sistema UHPLC-nano (Dionex) acoplado 
online com um espectrômetro de massas LTQ-Orbitrap Elite (ThermoScientific). 
Precisamente 6 μg de proteína total extraída a partir do volume inicial de amostra foram 
carregadas em uma coluna PepSwift Monolithic Trap Column de 5 cm (diâmetro interno 
de 200 μm, Dionex-nanoViper)  e separadas em uma coluna analítica de alta resolução 
PepSwift Monolithic Nano Column de 25 cm (diâmetro interno de 100 μm, Dionex-
nanoViper) e eluídas usando um gradiente de 100% fase A (0.1% ác. fórmico) até 26% 
fase B (0.1% ác. fórmico, 95% acetonitrila) por 180 min, 26% até 100% fase B por 5 min 
e 100% fase B por 8 min (um total de 193 min a 200 nL/min). Após cada corrida, a coluna 
foi lavada com 90% fase B e reequilibrada com fase A. 
Os espectros de massas foram adquiridos no modo positivo aplicando-se data-
dependent automatic survey MS scan e aquisição de espectros de massas em tandem 
(MS/MS). Cada MS no Orbitrap (amplitude de massa: m/z 350-1800 e resolução: 120000) 
foi seguida por MS/MS dos quinze íons mais intensos no LTQ. A fragmentação no LTQ 
ocorreu por dissociação de alta energia induzida por colisão (HCD) e as sequências de íons 
selecionados foram excluídas dinamicamente por 15 segundos. 
O processamento dos dados foi feito com ProteomeDiscoverer v.1.3 beta 
(ThermoScientific). A busca e identificação das proteinas também foi realizada com o 
programa ProteomeDiscoverer e o software Peaks, com algoritmo Mascot v.2.3 contra um 
banco de dados de Homo sapiens instalado no servidor do laboratório, usando a 
ferramenta Database on Demand (Reisinger & Martens 2009) contendo as proteínas 
encontradas no UniProt/SWISS-PROT e UniProt/TrEMBL. Proteínas contaminantes 
(diversos tipos de albumina, queratinas humanas, BSA e tripsina porcina) foram 
adicionadas ao banco de dados e removidas manualmente das listas de identificações. As 
buscas foram feitas com os seguintes parâmetros: precisão no MS de 10 ppm, no MS/MS 
de 0.05 Da, até 2 sítios de clivagem perdidos, carbamidometilação de cisteínas como 
modificação e oxidação da metionina e acetilação N-terminal da proteína como 
modificações variáveis. O número de proteínas, grupo de proteínas e número de peptídeos 
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foram filtrados com uma taxa de detecção de falsos positivos (FDR) menor que 1% e 
peptídeos com rank 1 e mínimo de 2 peptídeos por proteínas foram aceitos para 
identificação com ProteomeDiscoverer.  
O software Progenesis QI (http://www.nonlinear.com/progenesis/qi) (Nonlinear 
Dynamics©) foi utilizado para processamento dos espectros, análise e interpretação dos 
dados relativos à comparação dos cenários biológicos propostos. Foram aplicados filtros 
de ANOVA (p≤0,05) e Fold Change (≥2) para determinação de significância estatística. As 
análises multivariadas de Principal Component Analysis (PCA) finalizaram o refinamento 
de dados baseado no desenho experimental. 
Para identificação de peptídeos, foi utilizada a plataforma Peaks® Studio 7.0 
(http://www.bioinfor.com/peaks-studio) (Bioinformatics Solutions, Inc.). 
Para avaliação das anotações funcionais (função molecular, componente celular e 
processo biológico), a partir da categorização por Gene Ontology (GO), foi utilizado o 













A formulação dos resultados foi realizada por meio da construção de três padrões 
de análises comparativas: 
1- Comparação dos perfis proteicos expressos nas amostras urinárias e 
plasmáticas dos pacientes portadores de adenocarcinoma colorretal, utilizando 
como espelho o perfil expresso no tecido tumoral. 
2- Comparação dos perfis expressos no plasma de pacientes portadores e não 
portadores de adenocarcinoma colorretal. 
3- Comparação dos perfis expressos na urina de pacientes portadores e não 
portadores de adenocarcinoma colorretal. 
4.1 Resultados da análise 1 
 Neste cenário, foram avaliados os perfis proteicos expressos nas amostras dos 
pacientes portadores de adenocarcinoma (plasma, urina e tecido tumoral). Para essa 
abordagem, o tecido tumoral foi determinado como referência para a comparação, visto 
que, se determinada proteína é expressa no tecido tumoral e também é detectada na urina 
ou no sangue, esta proteína pode ser um possível biomarcador de um fenótipo patológico. 
A estimativa da amostra ideal calculada pelo software Progenesis QI evidenciou 
que o número de replicatas que refletiria em poder estatístico suficiente para o desenho 
de estudo seria de 9 (figura 3). 
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Figura 3- Potência estatística de dados proteômicos do primeiro modelo de análise. 
 
A Figura 4 apresenta o resultado da análise multivariada PCA adquirida no 
software Progenesis QI a partir do perfil global de proteínas reguladas nas amostras de 
pacientes portadores de adenocarcinoma colorretal. 
 
Figura 4. Análise PCA apresentando os scores plot das proteínas reguladas em amostras de pacientes 
portadores de neoplasia colorretal pelo software Progenesis QI. Cor laranja: amostras plasmáticas; 






Neste cenário de comparação, foram identificadas 16 proteínas com expressão 
apresentando significância estatística (ANOVA p≤0,05). 
Tabela 2. Proteínas reguladas no cenário de comparação de amostras de pacientes portadores de 
CCR (valor de p ≤0,05) 
Entrada 
UniprotKB 









I6L965 Queratina 18 (KRT 
18)- fragmento 
20,31 Tecido 


















P02671 Cadeia alfa do 
fibrinogênio 
218,69 Plasma 
Q9BS19 Hemopexina (HPX) 769,13 Plasma 
P62805 Histona H4 192,92 Tecido 









B4E368 Proteína altamente 
similar à cadeia leve 
1 da miosina 
34,81 Tecido 






B4DSH1 Proteína altamente 
similar à proteína 5 




Os dados em termos GO, quanto à composição celular, revelaram que as proteínas 
reguladas estão prioritariamente representadas por moléculas presentes no meio 
extracelular (28%), em complexos macromoleculares (14%) e no citoplasma (10%). 
34 
 
Figura 5. Anotações GO quanto ao componente celular para proteínas reguladas nas amostras de 
pacientes com CCR (software Strap). 
Já, quando foram avaliados os processos biológicos, a proteínas reguladas 
demonstram-se majoritariamente ligadas à regulação (24%), processos celulares (18%) 
e resposta à estímulos (15%). 
 
Figura 6. Anotações GO quanto aos processos biológicos para proteínas reguladas nas amostras de 
pacientes com CCR (software Strap) 
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Em relação às funções moleculares das proteínas reguladas, os dados em termos 
GO revelaram que 60% estão relacionadas à função de ligação. 
 
Figura 7. Anotações GO quanto à função molecular para proteínas reguladas nas amostras de 
pacientes com CCR (software Strap) 
 
4.2. Resultados da análise 2 
 Neste cenário, foram comparados os perfis proteômicos plasmáticos entre 
pacientes portadores de adenocarcinoma colorretal e pacientes sem a doença. 
 A estimativa da amostra ideal calculada pelo software Progenesis QI evidenciou 
que o número de replicatas que refletiria em poder estatístico suficiente para o desenho 
de estudo seria de 259 (figura 8). 
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Figura 8. Potência estatística de dados proteômicos do segundo modelo de análise. 
A Figura 9 apresenta o resultado da análise multivariada PCA adquirido no 
software Progenesis QI a partir do perfil global de proteínas reguladas nas amostras 
plasmáticas de pacientes do grupo controle e grupo experimental. 
 
Figura 9. Análise PCA apresentando os scores plot das proteínas reguladas em amostras plasmáticas 
de pacientes portadores de neoplasia colorretal e grupo controle pelo software Progenesis QI. Grupo 
controle: cor azul. Grupo CCR: cor roxa. 
  
Foram identificadas 36 proteínas com expressão plasmática discriminante entre 
pacientes do grupo experimental e do grupo controle. Entretanto, apenas uma proteína 
(variante da subunidade beta da hemoglobina) apresentou significância estatística com 
p≤0,05 e Fold Change ≥2.  
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Tabela 3. Proteínas reguladas nas amostras plasmáticas. (*p≤0,05) 
Entrada 
UniprotKB 
Proteína Fold Maior 
abundância 
relativa 
Q9UK54 Variante da 
subunidade beta da 
hemoglobina* 
5,21 Controle 
Q06AH7 Transferrina 1,35 Controle 
V9HWA Proteína ligante 




P02671 Cadeia alfa do 
fibrinogênio 
1,16 Controle 
P02671 Proteína altamente 










D3DP13 Isoforma CRA_e da 








A0A140TA32 Complemento C4-A 1,23 CCR 
A0A0G2JRN3 Alfa-1-antitripsina 1,11 CCR 
E1A689 Apolipoproteína B 
mutante 
1,24 CCR 
P02790 Hemopexina 1,17 Controle 










Q7Z3Y4 Proteína não 
caracterizada 
1,15 Controle 
V9HWD8 Proteína ligante 









D6RF35 Proteína ligante da 
vitamina D 
1,21 Controle 
Q5T985 Cadeia pesada H2 
do inibidor da 
inter-alfa-tripsina 
1,19 CCR 
P05090 Apolipoproteína D 1,01 CCR 




A0A1U9X7H7 Fator complemento 
B 
1,70 Controle 
F8WAS2 Cadeia pesada H1 
do inibidor da 
inter-alfa-tripsina 
1,03 Controle 
A0A024R462 Isoforma CRA_n da 
fibronectina-1 
15,47 Controle 




K7ERI9 Fragmento da 
apolipoproteína C-I 
1,65 Controle 
D1MGQ2 Cadeia globina alfa-
2 
20,78 Controle 
A5PL27 Ceruloplasmina 16,41 Controle 
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F8WCZ6 Subcomponente do 
complemento C1s 
1,43 Controle 





P02787 Serotransferrina 1,15 CCR 
 
As anotações do termo GO quanto aos componentes celulares, evidenciaram que as 
proteínas reguladas apresentam localização predominante em meio extracelular (39%). 
 




Quanto aos processos biológicos em que as proteínas reguladas estão envolvidas, 
as anotações em termo GO revelaram prevalência em regulação (27%), processos 
celulares (12%) e resposta à estímulos (12%). 
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Figura 11. Anotações em termo GO quanto aos processos biológicos para proteínas reguladas no 
plasma. 
Em relação às funções moleculares, evidenciou-se envolvimento majoritário com 
ligação (45%) e atividade catalítica (13%). 
 
Figura 12. Anotações em termo GO quanto à função molecular para proteínas reguladas no plasma. 
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4.3. Resultados da análise 3 
Neste cenário, foram comparados os perfis proteômicos urinários entre pacientes 
portadores de adenocarcinoma colorretal e pacientes sem a doença. 
A estimativa da amostra ideal calculada pelo software Progenesis QI evidenciou 
que o número de replicatas que refletiria em poder estatístico suficiente para o desenho 
de estudo seria de 18 (figura 13). 
 
Figura 13. Potência estatística de dados proteômicos no terceiro modelo de análise. 
A Figura 14 apresenta o resultado da análise multivariada PCA adquirido no 
software Progenesis QI a partir do perfil global de proteínas reguladas nas amostras 
urinárias de pacientes do grupo controle e grupo experimental. 
 
Figura 14. Análise PCA apresentando os scores plot das proteínas reguladas em amostras de urina de 
pacientes portadores de neoplasia colorretal e grupo controle pelo software Progenesis QI. Grupo 
controle: cor azul. Grupo CCR: cor laranja. 
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Foram identificadas 10 proteínas com regulação diferenciada entre pacientes do 
grupo experimental e do grupo controle, apresentando significância estatística com valor 
de p ≤ 0,05. 
Tabela 4. Proteínas reguladas nas amostras de urina (valor de p ≤0,05) 
Entrada 
UniprotKB 
Proteína Fold Maior 
abundância 
relativa 
A0A0S2Z3H5 Fragmento da 
isoforma 1 do 
colágeno tipo 1, 
alfa-2 
6,81 Controle 
P05090 Apolipoproteína D 7,34 Controle 
P07911 Uromodulina 4,34 Controle 
Q05CF8 Cininogênio 1 10,60 Controle 




B4DWH0 Altamente similar 











C9JMK5 Fragmento da 
proteína 1 de 




C0JYZ2 Titina 2,71 Controle 




5 da família A 
5,78 Controle 
 
As anotações do termo GO quanto aos componentes celulares evidenciaram que as 
proteínas reguladas apresentam localização predominante no meio extracelular (23%) e 
na membrana plasmática (14%). 
 
Figura 15. Anotações em termo GO quanto ao componente celular para proteínas reguladas na urina. 
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Quanto aos processos biológicos em que as proteínas reguladas estão envolvidas, 
as anotações em termo GO revelaram prevalência em desenvolvimento (23%), processos 
celulares (14%), processos metabólicos (14%) e regulação (14%). 
 
 
Figura 16. Anotações em termo GO quanto aos processos biológicos para proteínas reguladas na urina. 
 
Em relação às funções moleculares, evidenciou-se envolvimento majoritário com 
ligação (53%) e atividade catalítica (24%). 
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 Os estudos proteômicos para prospecção de biomarcadores diagnósticos 
englobam uma ampla variedade de abordagens e tipos de matrizes. As pricipais matrizes 
utilizadas são as amostras baseadas em sangue (soro e plasma), amostras de tecido 
tumoral, amostras de urina, fezes e amostras provenientes de modelos de neoplasia 
colorretal (modelos animais ou culturas organóides).(31) No presente trabalho, foi optada 
pela análise de amostras de plasma, tecido e urina. 
 Levando em consideração estudos proteômicos baseados em análises de tecidos 
tumorais, Ghazanfar e cols (2017) utilizaram a espectrometria de massas e gel-
eletroforese bidimensional para avaliar o perfil de proteínas proveniente de amostras de 
peças frescas de 12 pacientes portadores de tumores colorretais. Além das amostras de 
tecido tumoral, foram coletadas amostras de tecido adjacente não-tumoral para controle. 
A comparação dos perfis expressos nos dois tipos de amostras identificou diferenças na 
abundância de 6 proteínas (tropomiosina B, ativador da subunidade 1 do proteossoma, 
actina beta 2-like, anexina 2, miosina de cadeia leve 9 e proibitina), entretanto, com 
destaque para a regulação positiva da actina beta 2-like (ACTBL-2) no tecido tumoral.(36) 
Hao e cols (2017) utilizaram a espectrometria de massas de alta resolução por 
transformada de Fourier para avaliar espécimes frescos de tecido neoplásico e tecido 
adjacente sadio coletados de 22 pacientes.  Essa análise evidenciou que a proteína que 
apresentou maior grau de superexpressão no tecido tumoral em comparação com o tecido 
normal foi a dipeptidase 1 (DPEP1).(37) A DPEP1 é uma metaloproteinase dependente de 
zinco que já foi associada a outros eventos na carcinogênese colorretal, sendo um fator de 
mau prognóstico e um marcador de transição de displasia de baixo grau para displasia de 
alto grau nas neoplasias intraepiteliais.(38) 
 Os tecidos fixados em formol e incluídos em parafina também podem ser utilizados 
nas análises proteômicas, permitindo acesso a bancos de amostras, estudos em coortes 
mais numerosas e com dados mais robustos, além de facilitar a obtenção de dados de 
seguimento dos pacientes.(18) Entretanto, existe a possibilidade de haver maior perda de 
proteínas em relação às análises realizadas em espécimes frescos, pois, o  processo de 
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fixação em formaldeído modifica significativamente o conjunto de proteínas por meio de 
eventos de ligação-cruzada e exposição à aquecimento e solventes orgânicos. Sendo assim, 
para o uso desse grupo de amostras, é necessária a realização de técnicas de reversão das 
ligações cruzadas induzidas pelo formaldeído.(39,40) 
 Quesada-Calvo e cols (2017) analisaram 76 espécimes de tecidos colorretais, 
fixados em formol e incluídos em parafina, originados de tumores precoces (pT1N0M0 e 
pT2N0M0) e de mucosas normais ou inflamadas. Por meio de uma abordagem proteômica 
label-free, foram evidenciados níveis de expressão diferentes nas amostras de CCR da 
olfactomedina-4 (OLFM4), cininogênio-1 (KNG1) e da proteína de transporte Sec24C 
(Sec24C). Embora o experimento tenha sido realizado com uma técnica de alta 
performance, a cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em tandem 
(LC-MS/MS), os marcadores também foram validados através de imunoistoquímica.(32) 
Yamamoto and cols (2016) também realizaram abordagem semelhante com LC-MS/MS 
em peças fixadas em formaldeído e incluídas em parafina, revelando diferentes níveis de 
expressão de ciclofilina A, anexina A2 e aldolase A em tecidos tumorais, quando 
comparados à tecidos colônicos sem câncer.(41) 
 As amostras derivadas do sangue são as melhores matrizes em potencial para 
diagnóstico precoce e vigilância no CCR, visto que, os espécimes podem ser obtidos 
facilmente, de maneira pouco invasiva, com riscos baixos e custos reduzidos.(31,42) Yu e 
cols (2017) utilizaram magnetic beads e Matrix-Assisted-Laser-Desorption/Ionization-
Time-Of-Flight (MALDI-TOF) para analisar 127 amostras séricas de pacientes portadores 
de CCR e 90 amostras de pacientes-controle saudáveis. A proteína serina/treonina 
quinase 4 (STK4 ou MST1) foi identificada por MS/MS e validada através de Western 
Blotting e ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA). Foi evidenciada regulação 
negativa de MST1 em pacientes com CCR, com sensibilidade de 92,3% e especificidade de 
100% no diagnóstico de CCR quando combinado com a dosagem de CEA e pesquisa de 
sangue oculto nas fezes. Também foi inferido o papel potencial da MST1 como preditora 
de metástases à distância, visto que foi evidenciada abundância menor da proteína no 
estadio IV, em comparação com os outros estadios de CCR.(43) 
49 
Fan e cols (2016) também conduziram um estudo com amostras séricas que foram 
analisadas por uma combinação de cromatografia líquida e espectrometria de massas de 
alta perfomance, com posterior validação dos resultados por Western Blotting. Foi 
verificada regulação positiva nos pacientes portadores de CCR da proteína receptora 1 de 
manose do macrófago (MRC1) e da proteína ligante de cálcio S100 A9 (S100A9).(44) 
Os membros da superfamília de proteínas serpina também parecem ser candidatos 
promissores à biomarcadores diagnósticos de prospecção no sangue. Proteínas como a 
SERPINA1 (alfa-1-antitripsina, A1AT), SERPINA3 (alfa-1-antiquimotripsina, AACT), 
SERPINC1 (antitrombina-3, AT-III), têm sido descritas como potenciais marcadores de 
pólipos adenomatosos e carcinomas colorretais, por meio de análises de amostras séricas 
por quantificação com marcadores isobáricos e absolutos (iTRAQ).(45) A alfa-1-
antiquimotripsina foi uma das proteínas que demonstraram significância estatística na 
análise realizada no primeiro cenário deste trabalho, corroborando o exposto acima. 
A urina também é uma fonte promissora para prospecção de biomarcadores, visto 
que é uma matriz de fácil obtenção.(31) Um exemplo de biomarcador identificado na urina 
é o metabólito da prostaglandina PGE-M. Essa molécula é o principal metabólito urinário 
da prostaglandina E2 e apresenta papel importante na mediação de efeitos da 
ciclooxigenase-2 na carcinogênese colorretal. Níveis elevados da PGE-M parecem estar 
associados com adenomas avançados e risco aumentado de CCR.(46–50) Os peptídeos 
derivados do colágeno também são exemplos de moléculas encontradas na urina e que 
podem estar relacionadas à detecção de metástases colorretais.(51,52) 
Os modelos animais também têm seu papel na pesquisa de possíveis 
biomarcadores. Liu e cols (2018), por meio de abordagem proteômica com iTRAQ 
acoplado com LC-MS/MS, avaliaram tecidos colônicos de vinte e cinco camundongos 
BALB/c tratados com N,N-dimetil-hidrazina, uma substância que induz câncer colônico 
com características histopatológicas similares às observadas nos tumores de cólon 
esporádicos do ser humano. Nesse estudo, foram identificados diferentes níveis de 
expressão da beta-catenina, decorina, septina-7, e S100A10 nos tecidos cancerígenos dos 
camundongos.(53) Em outro estudo com modelo animal, foi utilizada abordagem por 
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iTRAQ para avaliar tecido colônico de camundongos AOM-DSS. Neste modelo animal, a 
sequência adenoma-carcinoma é induzida por meio da infusão intraperitoneal de baixas 
doses de azoximetano seguida de administração oral de sulfato sódico de dextrana. Neste 
experimento foi identificada regulação positiva da alfa-2-glicoproteína 1 rica em leucina 
(LRG1), da cadeia beta-5 da tubulina (TUBB5) e da cadeia da imunoglobulina J (IGJ) em 



















Referências às proteínas descritas no presente estudo 
 Nesta seção, foram incluídas para discussão apenas as proteínas que 
demonstraram nível de expressão discriminante entre os cenários e com significância 
estatística (p≤0,05). 
1-Proteínas expressas no primeiro modelo de análise comparativa (tecido 
tumoral x plasma x urina de paciente portadores de CCR) 
A tabela 5 demonstra as proteínas que apresentaram potencial como biomarcadores 
na primeira análise comparativa e o cenário correspondente em que foi identificada maior 
abundância relativa. 
Tabela 5. Proteínas com potencial a biomarcadores e cenário de maior abundância relativa na 
primeira análise comparativa 
Proteínas Maior abundância relativa 
Proteína ligante 62p do espermatozoide do 
epidídimo 
Plasma 
KRT 18 (fragmento) Tecido tumoral 
Subunidade beta da hemoglobina Tecido tumoral 
Imunoglobulina constante pesada alfa 1 Plasma 
Serotransferrina Plasma 
Cadeia globina alfa 2 da Hb mutante Tecido tumoral 
Cadeia alfa do fibrinogênio Plasma 
Hemopexina Plasma 
Histona H4 Tecido tumoral 
Actina alfa 1 músculo-esquelética Tecido tumoral 
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Complemento C4a Plasma 
Alfa-1-antiquimotripsina Plasma 
Cadeia leve 1 da miosina Tecido tumoral 
Anidrase carbônica 1 Tecido tumoral 
Superóxido dismutase Tecido tumoral 
Proteína 5 do ciclo de divisão celular Plasma 
 
 Proteína ligante 62p secretora do espermatozoide do epidídimo 
As proteínas ligadoras do espermatozóide são produzidas nas vesículas seminais e 
se ligam aos espermatozoides durante a ejaculação, por meio da interação com os 
fosfolipideos da membrana dos espermatozóides. A assinatura molecular dessa família de 
proteínas é a presença de domínios de duas fibronectinas tipo II. Elas estão presentes em 
quantidades variáveis no fluido seminal e têm a função principal de promover a 
capacitação do espermatozóide no sítio de fertilização.(55,56) 
Não foram encontrados relatos de participação dessas proteínas no processo de 
carcinogênese. No presente estudo, foi encontrada maior abundância relativa dessa 
proteína no plasma de pacientes com CCR, em relação ao tecido tumoral e a urina. 
 Queratina 18 (fragmento) 
Os fragmentos da queratina 18 têm sido reportados como marcadores em diversos 
tipos de câncer, como o de mama, endométrio, próstata e pulmão. Eles possibilitam a 
discriminação entre pacientes portadores de câncer e pacientes saudáveis, além de 
apresentarem aplicação na avaliação do prognóstico e no monitoramento do tratamento. 
No câncer colorretal, os níveis de citoqueratina 18 estão relacionados principalmente ao 
prognóstico, sendo os seus fragmentos M30 e M65, as principais formas para aferição no 
plasma.(57) O fragmento M65 da queratina 18 apresenta níveis séricos elevados tanto nos 
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estágios precoces, quanto nos avançados, com marcada ascensão nos casos de doença 
sistêmica.(58) Também já foi demonstrado que o fragmento M30 apresenta uso potencial 
na vigilância pós-ressecção cirúrgica, sendo que, níveis elevados no pós-operatório podem 
representar tumoração residual e estão relacionados à recorrência da doença (59).  Além 
disso, a alta expressão de fosforilação da queratina 18 estimula a autofagia de células 
neoplásicas in vitro e aumenta a sensibilidade à oxaliplatina. (60) 
No presente estudo, foi encontrada abundância relativa elevada dessa proteína no 
tecido tumoral. 
 Subunidade beta da hemoglobina 
A subunidade beta da hemoglobina já foi apontada em outro estudo como um 
possível marcador de progressão na sequência adenoma-carcinoma. Choi e cols (2013) 
realizaram análise de plasma de pacientes portadores de adenomas e adenocarcinomas, 
por meio de eletroforese bidimensional e espectrometria de massas. Esta análise 
proteômica propiciou o achado de 11 proteínas com regulação positiva e 13 com 
regulação negativa, demonstrando padrão com potencial de predição de progressão 
adenoma-carcinoma. A subunidade beta da hemoglobina apresentou regulação positiva 
neste contexto.(61) As subunidades alfa e beta da hemoglobina também já foram relatadas 
como potenciais biomarcadores séricos de câncer de ovário.(62) 
No presente estudo, não foi encontrada regulação positiva da subunidade beta da 
hemoglobina no plasma de pacientes com CCR, entretanto, foi identificada uma 
abundância relativa elevada dessa proteína no tecido tumoral. 
 Imunoglobulina constante pesada alfa 1 
Não foram identificados relatos da associação direta entre a imunoglobina alfa 1 e 
o CCR, entretanto, é conhecido que alguns tipos de neoplasias epiteliais expressam essa 
proteína, que parece estar relacionada com o estímulo de crescimento e proliferação das 
células cancerígenas, por meio da promoção da fase S da mitose.(63) 
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Na análise realizada, foi encontrada abundância relativa elevada da 
imunoglubulina constante pesada alfa 1 no plasma de pacientes com CCR, em relação ao 
tecido tumoral e a urina. 
 Proteína altamente similar à serotransferrina 
O metabolismo do ferro parece estar envolvido no processo de desenvolvimento 
de vários tipos de cânceres epiteliais, incluindo os de mama, fígado e colorretais.(64–66)  
A serotransferrina tem o papel de captar o ferro absorvido pelo intestino e 
armazenado em reservas tissulares, e, transportá-lo para células que expressam os 
receptores de transferrina. O receptor de transferrina tipo 1 (TfR1) é o receptor 
predominante para captação de ferro pelas células, sendo expresso em quase todos os 
tipos de células.(67,68) Os TfR1 são expressos pelos colonócitos, havendo regulação 
positiva desses receptores no CCR, o que infere a participação do metabolismo do ferro na 
carcinogênese.(66) Além disso, sabe-se que a saturação elevada da transferrina está 
associada ao risco aumentado para desenvolvimento de câncer.(69) 
Ward e cols (2006) realizaram análise proteômica por espectrometria de massas 
de amostras de sangue de 62 pacientes portadores de CCR e 31 pacientes sem câncer. 
Foram identificadas 3 proteínas com potencial diagnóstico, sendo elas: transferrina, alfa-
1-antitripsina e complemento C3a.(70) 
Na presente análise, entre as amostras estudadas de pacientes com CCR, foi 
identificada uma abundância relativa elevada da transferrina no plasma. 
Além da detecção na matriz sanguínea, alguns estudos sugerem que a 
determinação da transferrina nas fezes em conjunto com a pesquisa de sangue oculto seria 
uma ferramenta para diagnóstico precoce do CCR, entretanto, os resultados da literatura 
são conflituosos à respeito da superioridade dessa medida em relação ao rastreamento 




 Cadeia globina alfa 2 da hemoglobina mutante 
Como já citado anteriormente, as subunidades alfa e beta da hemoglobina são 
relacionadas como possíveis biomarcadores de neoplasias, sendo a de ovário um 
exemplo.(62) Ang e cols (2010) realizaram estudo proteômico de matriz fecal de modelos 
murinos por meio de espectrometria de massas, identificando várias proteínas com 
potencial diagnóstico, entre elas, a subunidade alfa da hemoglobina.(73) Rho e cols (2008) 
realizaram análise de tecidos tumorais e tecidos normais por meio de espectrometria de 
massas, identificando uma regulação negativa da subunidade alfa da hemoglobina no CCR. 
Essa regulação negativa da subunidade alfa foi justificada pela relativa redução de volume 
sanguíneo no tecido tumoral quando comparado à mucosa normal. Embora os carcinomas 
colônicos apresentem típico aumento de densidade vascular, eles também apresentam 
componente sólido epitelial elevado, o que faz com que a razão de hemoglobina por 
unidade de volume de massa seja menor que no tecido colônico normal.(74) 
 Cadeia alfa do fibrinogênio 
O fibrinogênio é uma proteína produzida pelos hepatócitos, estando relacionado a 
diversos processos fisiopatológicos no corpo humano, como a trombogênese, inflamação 
e aterogênese.(75) Vários estudos colocam a  hiperfibrinogenemia como fator preditor de 
mau prognóstico no câncer colorretal, marcando potencial de recorrência, doença 
metastática e refratariedade ao tratamento.(76–79) 
No presente estudo, entre os tipos de amostras analisadas nos pacientes com CCR, 
foi encontrada abundância relativa elevada da cadeia alfa do fibrinogênio no plasma. 
 Wang e cols (2017) realizaram estudo do perfil do peptidoma sérico de pacientes 
portadores de CCR em duas coortes indepedentes de prospecção e validação. Foram 
identificadas cinco proteínas com potencial diagnóstico, sendo eles: cadeia alfa do 
fibrinogênio, complemento C4, complemento C3, e, os peptídeos relacionados aos picos de 
m/z 2080.7 e 2656.8. O painel diagnóstico formado por essas proteínas conseguiu 
diferenciar os pacientes portadores de CCR dos pacientes saudáveis na coorte de 
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validação, apresentando acurácia de 91,8%, sensibilidade de 95,6% e especificidade de 
87,9%.(80) 
 A cadeia alfa do fibrinogênio também é relatada como preditor de metástases 
hepáticas metacrônicas. Zhu e colaboradores (2013) realizaram análise de amostras 
séricas, por meio de espectrometria de massas acoplada com fracionamento por bead-
magnético, de 64 pacientes com metástases hepáticas e 64 pacientes sem recorrência da 
doença após 3 anos da ressecção do tumor primário. Foram identificadas 8 proteínas com 
potencial promissor para predição de metástases, sendo a cadeia alfa do fibrinogênio uma 
delas.(81) Outra proteína identificada nessa análise foi o complemento C4-A, uma das 
proteínas que também demonstrou significância estatística no presente estudo. 
 Hemopexina 
A hemopexina é uma glicoproteína plasmática, expressa principalmente no fígado, 
que faz parte do grupo das proteínas de fase aguda e apresenta alta afinidade pelo 
grupamento heme. Sua produção é determinada pelas interleucinas 1 e 6, e apresenta 
como principal função a prevenção do estresse oxidativo determinado pelo heme.(82) 
A hemopexina é associada à vários tipos de cânceres, como o meningioma, o câncer 
de mama e o câncer de ovário.(83–86) Em trabalho já citado anteriormente nesta 
discussão, Ang e cols (2010), por meio de análise proteômica de fezes de modelos 
murinos, demonstraram que a hemopexina apresenta potencial diagnóstico também para 
o CCR.(73)  Níveis elevados de hemopexina também já foram evidenciados em análises de 
plasma de modelos murinos de CCR.(87) 
Na presente análise, dentre as matrizes verificadas, foi observada maior 
abundância relativa da hemopexina no plasma de pacientes com CCR. 
 Histona H4 
As histonas são os componentes proteicos primários da cromatina e apresentam a 
função de regular a compactação do DNA e a expressão gênica. São octâmeros que 
consistem de duas cópias de quatro proteínas nucleares- H2A, H2B, H3 e H4. Essas 
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proteínas nucleares têm caudas específicas que são passíveis de modificações como 
acetilação, metilação, ubiquitinação, fosforilação e sumoilação. Essas modificações 
alteram a estrutura tridimensional do nucleossomo e afetam o controle transcricional dos 
genes associados. Vários estudos têm demonstrado que a desregulação das modificações 
das histonas ocorre nos processos neoplásicos, inclusive no CCR.(88,89) 
Sendo assim, os mecanismos epigenéticos relacionados às modificações pós-
traducionais das histonas têm sido o principal foco nas pesquisas para prospecção de 
biomarcadores relacionadas a essas proteínas. Sabe-se que a dimetilação da H3K4 é um 
fator prognóstico independente em pacientes portadores de CCR, sendo associada à 
presença de metástases hepáticas metacrônicas.(90) Já a expressão nuclear combinada da 
trimetilação de histonas em H3K4 (baixa expressão), H3K9 (alta expressão) and H4K20 
(alta expressão) é associada com melhor prognóstico em pacientes com tumores precoces, 
sendo fator preditor de maior tempo de sobrevida e menor taxa de recorrência.(91) 
Leszinski e cols (2012) e Gezer e cols (2015) demonstraram que a expressão de 
H4K20me3 and H3K27me3 é reduzida nos nucleossomos circulantes de pacientes 
portadores de CCR, sendo esse perfil um potencial marcador diagnóstico.(92,93) 
 Actina alfa 1 músculo-esquelética 
A actina é uma proteína abundante que tem papel essencial no funcionamento da 
célula, participando de muitos processos fisiológicos que incluem mobilidade celular, 
transdução de sinais, manutenção da estrutura celular, divisão celular, adesão, transcrição 
e contração muscular. O vertebrados apresentam seis isoformas da actina: beta e gama 
não-musculares, alfa esquelética, alfa cardíaca, e alfa e gama de músculo liso.(94–96) 
Por estarem associadas à regulação do citoesqueleto, motilidade celular e ao 
processo de transição epitélio-mesenquimal, as actinas apresentam papel central na 
invasão neoplásica, sendo também relacionadas com o mecanismo de metástases.(97) 
Suspeita-se que a polimerização da actina seja um dos passos iniciais no ciclo de 
motilidade da célula cancerígena, gerando formação de protrusões celulares e 
determinando a direção da migração.(98) Zeng e cols (2018) descreveram o papel da 
expressão da proteína actina-like 6A na promoção de invasão neoplásica, gênese de 
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metástases e transição epitélio-mesenquimal no câncer de cólon (99). A expressão dessa 
proteína também é descrita como preditor de mau prognóstico no carcinoma 
hepatocelular e no osteossarcoma.(100,101)  
As isoformas da actina também podem apresentar função na predição de resposta 
à quimioterapia, sendo os altos níveis de expressão de actina alfa de musculatura lisa 
associados com resistência ao uso de oxaliplatina e 5-fluoracil em primeira linha.(102) 
Sabe-se ainda que tumores que apresentam alta quantidade de miofibroblastos com 
expressão de actina alfa de musculatura lisa estão associados a um pior 
prognóstico.(103,104) 
Na presente análise, dentre as matrizes verificadas, foi observada maior 
abundância relativa da actina alfa 1 músculo-esquelética no tecido tumoral de pacientes 
com CCR. 
 Complemento C4-A 
O sistema complemento consiste em uma série de proteínas que, em sua maioria, 
são produzidas no fígado e estão presentes no plasma e na superfície celular como 
precursores inativos. O complemento faz parte do sistema imune inato e tem a função de 
mediar a resposta aos gatilhos inflamatórios por meio de uma cascata enzimática 
coordenada que desencadeia a depuração de patógenos por meio de processo de 
reconhecimento, opsonização e lise.(105) 
O complemento C4-A é fator-chave na via de ativação clássica do sistema 
complemento. Os produtos proteolíticos do C4-A têm sido relacionados a vários tipos de 
câncer, como o de mama, esôfago, ovário, hepatocarcinoma, carcinoma espinocelular de 
pênis.(106–110) No contexto do câncer colorretal, o complemento C4-A é descrito como 
marcador de progressão, sendo também relacionado como fator preditor de metástases 
hepáticas metacrônicas.(81,111) 
No presente estudo, dentre as matrizes verificadas, foi observada maior 
abundância relativa do complemento C4-A no plasma de pacientes com CCR. 
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 Alfa-1-antiquimotripsina 
A alfa-1-antiquimotripsina é uma glicoproteína alfa globulina que pertence à 
família dos inibidores de serino-proteases (SERPINs). Trata-se de um grupo de proteínas 
com estrututura altamente conservada, sendo os inibidores de protease mais abundantes 
no ser humano. Essas proteínas apresentam função importante na homeostase celular e  
papel essencial em vias proteolíticas como a coagulação sanguínea, remodelamento 
tecidual, angiogênese, inflamação, apoptose e metastáses. A alfa-1-antiquimotripsina 
(SERPINA3) é produzida no fígado e é considerada uma proteína de fase aguda, sendo 
associada aos mecanismos de inflamação.(45,61) 
O papel da SERPINA3  no desenvolvimento do CCR ainda é pouco compreendido. 
Dimberg e cols (2011) evidenciaram níveis menores de alfa-1-antiquimotripsina no tecido 
tumoral em relação aos tecidos sadios, entretanto, com aumento desses níveis nos 
estágios disseminados em relação às doenças localizadas. Nesse estudo, a determinação 
plasmática da SERPINA3 não mostrou poder diagnóstico no CCR.(112) Entretanto, Peltier 
e cols (2016), em  análise proteômica quantitativa seguida por validação por ELISA em 
plasma de pacientes portadores de CCR e pacientes saudáveis, evidenciaram níveis 1,3 
vezes maiores de SERPINA3 no CCR, com sensibilidade de 95% e especificidade de 55% 
no diagnóstico.(45) 
Estudo recente de Cao e cols (2018) reforça a possibilidade do uso da SERPINA3 
não só como marcador diagnóstico, mas também, como possível alvo terapêutico em 
pacientes metastáticos. Abordagem imunoistoquímica foi realizada em tecidos tumorais e 
tecidos saudáveis adjacentes provenientes de 131 pacientes, sendo demonstrada 
expressão elevada da SERPINA3 no CCR. A análise foi complementada com de estudo em 
linhagens celulares e em modelos animais, sendo identificado que o silenciamento da 
SERPINA3 implicou em diminuição do potencial de migração e invasidade celular in vitro, 
e redução de metástases hepáticas e expressão de metaloproteinases no tecido tumoral 
metastático dos camundongos.(113) 
No presente estudo, dentre as matrizes verificadas, foi observada maior 
abundância relativa da SERPINA3 no plasma de pacientes com CCR. 
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 Proteína altamente similar à cadeia leve 1 da miosina 
A miosina é o principal componente dos elementos contráteis da musculatura lisa, 
sendo composta por duas cadeias pesadas similares e duas cadeias leves de 20 e 17kDa. A 
cadeia leve de 20kDa é chamada de cadeia leve reguladora e tem papel central na 
regulação da musculatura lisa.(114) 
A cadeia leve da miosina parece estar envolvida no mecanismo de carcinogênese 
devido sua participação nas vias de apoptose. A fosforilação da cadeia leve da miosina 
pelas proteínas serina-treonina quinases leva ao aumento da contratilidade celular e 
consequente formação de bolhas na membrana. Esse processo encontra-se ainda, 
aparentemente ligado com a regulação da morfologia, migração celular e invasão 
neoplásica.(115–117) Análises em linhagens celulares de CCR confirmam a regulação 
positiva da fosforilação da cadeia leve da miosina, sendo esta via um possível alvo 
terapêutico. Sua inibição pode resultar em atenuação do processo de transição epitélio-
mesenquimal e do potencial metastático.(118,119) 
Na presente análise, dentre as matrizes avaliadas, foi identificada abundância 
relativa elevada da proteína altamente similar à cadeia leve 1 da miosina no tecido 
tumoral. 
 Anidrase carbônica 1 
O grupo das anidrases carbônicas é formado por metaloenzimas de zinco que têm 
como principal função a catálise da hidratação reversível do dióxido de carbono em 
bicarbonato, sendo essa reação crucial para a manutenção do equilíbrio do pH do corpo. 
Esse mecanismo químico possibilita a ocorrência de outros processos fisiológicos, tais 
como a reabsorção óssea, visão, produção de saliva, bile, suco pancreático e suco 
gástrico.(120) 
As isoenzimas da anidrase carbônica têm sido descritas como possíveis 
marcadores de vários tipos de câncer, como o de cólon, hepatobiliar, esôfago, estômago, 
pâncreas, sistema nervoso e mama.(120–122) A contribuição da anidrase carbônica nas 
vias de carcinogenêse reside no mecanismo de adaptação das células tumorais ao 
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ambiente de hipóxia, que estimula o aumento da expressão e da funcionalidade dessa 
enzima, permitindo a regulação do pH intracelular e extracelular.(123) 
Além de biomarcador diagnóstico,  a anidrase carbônica ganhou foco nas pesquisas 
de desenvolvimento de terapias-alvo. Existem evidências que demonstram que a inibição 
da anidrase carbônica IX aumenta a sensibilidade das células cancerígenas à 
quimioterapia convencional nos casos de câncer de mama, adenocarcinoma de cólon e 
melanoma.(123–126) 
Na presente análise, dentre as matrizes avaliadas, foi identificada abundância 
relativa elevada da anidrase carbônica no tecido tumoral. 
 Superóxido dismutase 
A superóxido dismutase trata-se de uma enzima responsável por converter o 
superóxido em peróxido de hidrogênio, protegendo a célula das espécies reativas de 
oxigênio.(127) Essa enzima apresenta duas formas no ser humano: a superóxido 
dismutase dependente de cobre/zinco, presente no citoplasma, e a superóxido dismutase 
dependente de manganês, que se localiza na matriz mitocondrial. Outra enzima que 
apresenta papel fundamental no controle do dano oxidativo é a catalase, que tem por 
função, a conversão do peróxido de hidrogênio em H2O e O.(128) 
As alterações que atingem essas enzimas responsáveis pelo controle antioxidativo 
intrínseco celular são conectadas com as vias de carcinogênese.(129,130) As células 
neoplásicas apresentam expressão elevada da superóxido dismutase mitocondrial e 
redução dos níveis de catalase, o que leva a desajuste nos níveis de peróxido de hidrogênio 
e desencadeamento de processos de resistência a apoptose, proliferação celular 
desordenada e surgimento de condições permissivas para desenvolvimento da doença 
metastática.(131) 
Expressões elevadas da superóxido dismutase são encontradas em diversos tipos 
de câncer, tais como, câncer gástrico, esofágico, mama, tireóide e sistema nervoso 
central.(130) No câncer colorretal, também são evidenciados altos níveis desta enzima, 
sendo também correlacionada com a presença de invasão linfovascular, 
62 
comprometimento linfonodal e graus G2/G3 de diferenciação. Além disso, existe ainda 
regulação positiva da superóxido dismutase nos pólipos adenomatosos em relação à 
mucosa normal.(131) O desajuste do controle oxidativo no CCR parece afetar  até mesmo 
a resposta à quimioterapia com oxilaplatina, visto que, a citotoxicidade decorrente do uso 
desta droga é dependendente da produção de peróxido de hidrogênio.(132)  
No presente estudo, dentre as matrizes avaliadas, foi identificada abundância 
relativa elevada da superóxido dismutase no tecido tumoral. 
 Proteína altamente similar à proteína 5 do ciclo de divisão celular 
A proteína 5 do ciclo de divisão celular (CDC5L) tem função essencial na progressão 
da fase G2 do ciclo celular e na entrada do processo de mitose, apresentando ainda papel 
na regulação da transcrição. Expressão elevada da CDC5L é associada a encurtamento da 
fase G2 e redução do tamanho da célula. Já a redução  na expressão dessa proteína leva a 
desalinhamentos cromossômicos e danos ao processo mitótico. A CDC5L tem sido 
associada ao processo de carcinogênese dos gliomas, hepatocarcinomas, osteossarcomas 
e tumores cervicais.(133,134) 
No CCR é encontrada elevada expressão da proteína 5 do ciclo celular, sendo os 
níveis correlacionados com doença avançada e taxas reduzidas de sobrevida. Foi 
evidenciado que a CDCL5 apresenta relação íntima com a expressão da transcriptase 
reversa da telomerase humana, proteína esta associada ao processo de gênese tumoral, 
migração e invasão neoplásica.(135) 
No presente estudo, dentre as matrizes avaliadas, foi identificada abundância 
relativa elevada da CDC5L no plasma de pacientes com CCR. 
 
2- Proteínas expressas no segundo modelo de análise (amostras plasmáticas- 
grupo CCR x grupo controle) 
Nesse cenário de estudo, apenas a subunidade beta da hemoglobina apresentou 
significância estatística (proteína já discutida na seção anterior). A baixa diferenciação 
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entre os cenários pode ser explicada pelo número insuficiente utilizado no trabalho e 
evidenciado pelo cálculo da amostra ideal. Entretanto, dentre os elementos identificados, 
mesmo que sem significância estatística, nota-se congruência de algumas proteínas que 
também foram encontradas nos outros cenários de análise. Entre elas, é possível citar: 
transferrina, cadeia alfa do fibrinogênio, hemopexina, apolipoproteína D, complemento 
C4A. 
 
3- Proteínas expressas no terceiro modelo de análise (amostras urinárias- 
grupo CCR x grupo controle) 
Neste cenário de análise comparativa, foram identificadas 10 proteínas expressas 
na urina com potencial para biomarcadores. A tabela 6 demonstra as proteínas 
encontradas e o cenário correspondente de maior abundância realativa. 
Tabela 6. Proteínas com potencial a biomarcadores urinários e cenário de maior abundância 
relativa 
Proteínas Maior abundância relativa 
Isoforma 1 do colágeno tipo1 alfa 2 Controle 
Apolipoproteína D Controle 
Uromodulina Controle 









Domínios de homologia à plecstrina contendo 
membro 5 da família A 
Controle 
 
 Isoforma 1 do colágeno tipo 1 alfa 2 
Durante a progressão neoplásica, o equilíbrio entre a formação e a degradação da 
matriz extracelular é afetado, com excessivo remodelamento do colágeno pelas 
metaloproteinases. Como consequência, pequenos fragmentos proteicos dos colágenos 
degradados são liberados na circulação, fazendo desses, potenciais marcadores da 
carcinogênese.(136) 
A família dos colágenos é formada por 28 diferentes tipos de colágeno, sendo o tipo 
I o mais abundante no corpo humano e na matriz extracelular.(137) Trata-se de uma 
proteína heterotrimérica formada por duas cadeias alfa-1(COL1A1) e uma cadeia alfa-2 
(COL1A2). (138)  
Apesar de a maioria dos estudos evidenciarem expressão aumentada das proteínas 
do colágeno no CCR, inclusive como preditor de metástases hepáticas, o papel específico 
do COL1A2 é desconhecido. Aparentemente, o COL1A2 apresenta regulação negativa no 
CCR devido hipermetilação de seu gene codificador. Foi demonstrado in vitro que a 
hiperexpressão do COL1A2 inibe a proliferação, invasão e migração das células 
cancerígenas, sendo possível a utilização do mesmo como biomarcador prognóstico no 
CCR. (52,137–139) 
No presente estudo, foi encontrada abundância relativa inferior do COL1A2 na 
urina de pacientes portadores de CCR em relação ao grupo controle. 
 Apolipoproteína D 
A apolipoproteína D é um membro da família da lipocalinas que está 
primariamente associada com lipoproteínas de alta densidade no plasma. Essa proteína 
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parece ter um papel multifuncional, estando associada ao ciclo e proliferação celular. 
Encontra-se altamente expressa nas adrenais, rins, baço, placenta, pâncreas, pulmões, 
ovários, testículos e sistema nervoso. Evidencia-se acúmulo dessa proteína em doenças 
neurodegenerativas, como o mal de Alzheimer.(140) 
Em relação às condições neoplásicas, ocorre baixa expressão da apolipoproteína D 
no ambiente peritumoral, sendo evidenciada regulação negativa em vários tipos de 
câncer, como mama, próstata, ovário, esôfago, fígado e colorretal. Suspeita-se que a 
apoliproteína D possa ter papel na promoção de apoptose de células.(141)  
Na análise realizada nas amostras de urina no presente estudo, observou-se 
regulação negativa da apolipoproteínas nos pacientes portadores de CCR, fato esse, que 
está em concordância com o explicitado acima. 
 Uromodulina 
A uromodulina, também conhecida como proteína de Tamm-Horsfall, é uma 
glicoproteína codificada pelo gene UMOD, produzida exclusivamente nos rins, 
correspondendo a proteína mais abundante na urina. Ela participa de processos de 
transporte de íons, reduz a agregação de cristais de cálcio e apresenta função 
imunomoduladora no trato urinário.(142) 
Essa proteína é considerada um biomarcador de doenças renais agudas e crônicas, 
sendo evidenciada regulação negativa da mesma em casos de neoplasias renais. (143,144) 
De modo semelhante, o presente estudo encontrou regulação negativa da uromodulina na 
urina de pacientes portadores de neoplasia colorretal em relação aos pacientes controle. 
Não foram encontrados outros relatos na literatura da expressão da uromodulina no 
câncer colorretal. 
 Cininogênio 1 
Os cininogênios são proteínas tiol-proteases, precursoras do sistema calicreína-
cinina, apresentando papel importante na ativação da via intrínseca da cascata de 
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coagulação. Estão presentes em maior abundância no plasma, sendo produzidas no 
fígado.(145) 
O cininogênio 1 é relatado como um potencial marcador sérico de adenomas 
colorretais em pacientes com história familiar de neoplasia.(146) Também é evidenciada 
regulação positiva dessa proteína nas amostras teciduais de adenocarcinomas colorretais 
precoces.(32) 
 Beta-2-microglobulina 
A beta-2-microglobulina (B2M) é um pequena proteína que está presente na 
superfície das células nucleares e em quase todos os fluidos corporais, sendo componente-
chave do complexo de histocompatibilidade.(147) Níveis elevados de B2M são associados 
com variadas condições patológicas, como doenças renais, imunodeficiências, doenças 
autoimunes, tumores sólidos e neoplasias hematológicas. Em relação ao CCR, nota-se 
relação robusta da regulação positiva dessa proteína com o risco de desenvolvimento da 
doença.(148) Mutações do gene B2M apresentam ainda valor na determinação de 
prognóstico no CCR.(149,150) A B2M parece estar envolvida no processo de crescimento, 
apoptose e metástases das células neoplásicas, sendo um possível foco para as terapias-
alvo.(151) 
No presente estudo, notou-se abundância relativa elevada da proteína na urina dos 
pacientes portadores de CCR. Devido a eliminação renal da B2M, a prospecção desse 
potencial marcador na urina parece ser uma abordagem interessante. 
 Proteína da matriz extracelular 1 semelhante a fibulina contendo EGF 
A família das fibulinas consiste de glicoproteínas com diferentes características do 
domínio C terminal e módulos semelhantes ao fator de crescimento epidérmico (EGF). 
Essas proteínas têm papel fundamental em vários processos biológicos, como 
desenvolvimento embrionário, organogênese, homeostase, coagulação e cicatrização. 
Além disso, essas proteínas estão envolvidas no controle da morfologia, crescimento, 
adesão e motilidade celular. No contexto do câncer colorretal, estudos relatam papel da 
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proteína da matriz celular 2 semelhante a fibulina contendo EGF (EFEMP2) como 
marcador de detecção precoce, recorrência e prognóstico do CCR.(152,153) 
Já em relação à proteína da matriz extracelular 1 semelhante a fibulina contendo 
EGF (EFEMP1), também conhecida como fibulina 3, cujo gene codificador está relacionado 
à distrofia retiniana em favo de mel de Doyne, estudos evidenciam que a regulação 
negativa da mesma encontra-se associada com tumores avançados de cólon, sendo 
preditor de pior prognóstico e metástases linfonodais.(154,155) 
No corrente estudo, também foi encontrada abundância relativa menor da fibulina 
3 no grupo de pacientes portadores de CCR. 
 Alfa-amilase 
As alfa-amilases são uma família de hidrolases de glicosídeos produzidas  
principalmente pelas glândulas salivares e pelo pâncreas. Essas proteínas são utilizadas 
como marcadores de processos inflamatórios como a pancreatite, sendo também 
identificadas em tumores de mama, pulmão, tireoide, ovário e plasmocitomas.(156,157) 
Não foram identificadas associações da alfa-amilase com a carcinogênese 
colorretal. 
 Fragmento da proteína 1 de interação com a fosfatidilinositol-3-quinase 
A sinalização do fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) é um dos eventos mais 
frequentes nos processos de carcinogênese, sendo também descrito para o câncer 
colorretal. O PI3K configura uma família de quinases lipídicas que têm por função a 
ativação da cascata de sinalização intracelular da proteína quinase específica de 
serina/treonina Akt. Por sua vez, a Akt exerce controle do crescimento e da proliferação 
celular.(158) 
A Akt é conhecida como um dos principais fatores de ativação da proteína alvo de 
rapamicina em mamíferos (mTOR), sendo esta, importante na regulação da translação de 
proteínas e no crescimento celular. A ativação aberrante da via de sinalização 
PI3k/Akt/mTOR constitui um dos mecanismos primários para sustentação da 
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proliferação tumoral e gênese de metástases. Esse fato faz com que essa via seja foco de 
pesquisas para introdução de terapias-alvo. (159,160) 
 Proteína titina 
A titina é uma proteína que participa ativamente da formação das miofibrinas 
durante a miogênese, determina a elasticidade muscular e atua como mecanossensor para 
desencadear vias de sinalização.(161) Alterações dessa proteína são relacionadas ao 
desenvolvimento de desordens neuromusculares e cardiopatias, sendo um potencial 
marcador urinário dessas doenças.(162,163) A mutação do gene TTN é encontrada em 
vários tipos de tumores sólidos, entretanto, não se conhece ainda o papel exato da titina 
no processo de carcinogênese.(164) 
 Domínios de homologia à plecstrina contendo membro 5 da família A 
Os domínios de homologia à plecstrina estão ligados aos processos de 
carcinogênese por fazerem parte da via de sinalização da PI3k/Akt, que participa do 
controle do crescimento e proliferação celular. A ativação da Akt ocorre por meio de 
recrutamento direto na membrana plasmática pela ligação dos produtos do PI3K, 
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato e fosfatidilinositol-3,4-bisfosfato aos domínios de 
hemologia à plecstrina, o que resulta na fosforilação dos aminoácidos reguladores serina 
473 e treonina 308. Mutações somáticas nesses domínios são identificadas em tumores de 
mama, cólon, ovário, pulmão, endométrio e melanomas.(165–167) 
 
Limitações do estudo 
 Uma das limitações do estudo foi o número reduzido da amostra, evidenciado pelo 
cálculo da amostra ideal, principalmente no cenário de comparação das amostras de 
plasma. 
 Também não foi realizada coleta de tecido colônico de pacientes sem neoplasia 
para comparação com o tecido tumoral. Esse fato justifica-se pela questão ética para 
realização de biópsias em paciente sem doença. Muitos estudos utilizam como controle a 
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avaliação de peças em parafina de pacientes submetidos à ressecções colônicas por 
doenças não-neoplásicas (doença diverticular, por exemplo) ou os produtos de biópsias 
no tecido sadio contralateral ao tumor, entretanto, esses tipos de abordagens não foram 
realizadas neste estudo. 
Outro ponto a ser considerado foi a inclusão de pacientes com estágios avançados 
de neoplasia. Cinco dos nove pacientes no grupo CCR apresentavam doença em estágio 
avançado (3 indivíduos com estádio III e 2 indivíduos com estádio IV). Levando-se em 
consideração a importância do diagnóstico precoce, teria sido interessante um estudo 
comparativo entre os diferentes estadios ou mesmo a adição de um grupo de pacientes 

















 A análise proteômica por espectrometria de massas das amostras de tecido 
tumoral, plasma e urina dos pacientes portadores de adenocarcinoma colorretal e a 
comparação com o perfil proteômico expresso nas amostras plasmáticas e urinárias de 
pacientes sem a doença permitiu a identificação de vinte e seis proteínas com potencial 
discriminativo. Futuras análises com validação em coortes maiores são necessárias para 
confirmar o papel diagnóstico desses potenciais biomarcadores no manejo do câncer 
colorretal. 
 Apesar da evolução da técnica da espectrometria de massas e do grande número 
de estudo proteômicos no CCR, ainda não se percebe translação desses conhecimentos 
para a prática clínica. Talvez o caminho para personalizar a abordagem aos pacientes 
portadores de CCR passe pela integração da proteômica com outras áreas como a 
genômica, a transcriptômica e a metabolômica, gerando condições para a gênese de um 
painel de biomarcadores que permita melhora de acurácia diagnóstica, estratificação de 
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8.1. ANEXO I- Termo de consentimento livre e esclarecido 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 Você está sendo convidado(a) a participar do estudo “Avaliação proteômica sérica, 
urinária e fecal na predição de adenomas e adenocarcinomas colorretais” . O(a) senhor(a) 
receberá todos os esclarecimentos necessários antes e no decorrer da pesquisa e lhe 
asseguramos que seu nome não aparecerá sendo mantido o mais rigoroso sigilo através 
da omissão total de quaisquer informações que permitam identificá-lo(a). Os avanços na 
área da saúde ocorrem através de estudos como este, por isso a sua participação é 
importante. O objetivo deste estudo é avaliar amostras de sangue, fezes e urina, visando 
identificação de marcadores que possam ajudar no diagnóstico e tratamento do câncer de 
intestino.  
Para tal, solicitamos o seu consentimento para a coleta de amostras de sangue, urina e 
fezes durante a realização do seu exame de colonoscopia no setor de endoscopia do 
Hospital Universitário de Brasília. Não será feito nenhum procedimento além daqueles 
que você já iria realizar, caso não estivesse participando deste estudo. Informamos que 
o(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer procedimento) 
qualquer questão que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da 
pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuízo para o(a) senhor(a). Sua 
participação é voluntária, isto é, não há pagamento por sua colaboração. 
Os resultados da pesquisa serão divulgados na Instituição Faculdade de Medicina da 
Universidade de Brasília, podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais 
utilizados na pesquisa ficarão sob a guarda do pesquisador por um período de no mínimo 
cinco anos, após isso serão destruídos ou mantidos na instituição. 
       Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer dúvida em relação à pesquisa, por favor telefone 
para: Dr Bruno Augusto Alves Martins, na instituição FM/UnB, telefone: (61) 98188-3862, 
no horário de 08:00-11:00. 
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 Este projeto foi Aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 
Medicina da Universidade de Brasília. As dúvidas com relação à assinatura do TCLE ou os 
direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3107-1918 ou 
do e-mail cepfm@unb.br. Você também pode entrar em contato com o Comitê de Ética em 
Pesquisa do Hospital Universitário de Brasília, pelos telefones (61) 2028-5522/5533. 
 Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficará com o pesquisador 
responsável e a outra com o sujeito da pesquisa. 
 
______________________________________________ 



























































































































































































































































































































































8.6. ANEXO VI. Relatório do Progenesis do terceiro modelo de análise 
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